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[00011 Die Erfindung umfaBt eln Verfahren zur Herstellung eines biologischen Praoarats nach An, n n„h 1 ^ ^ 
nachwelsllch potential! vorhandene Viren inaktMert ™parats nach Anspruch 1 , welches 

SJnVsszsEzr* Lterah,r vor - dto "* m * ,naM ^ »" «— « * p-»™- 

WWII m elna der v*Kaamstan Mathodan 2u r InaMivierung von Vlren gilt das Einltzan van Plaam« D a,t»i™ i 

~n B f Und 9 letehzeit '9 'hre biologische Aktivftat weitgehend zu emalten Proration 
tannt A. f ifSS Wn Stab " isat ° ren zu P'^maproteln-haltigen LSsungen 1st beispielsweise aus EP-A-292 003 be- 

[0011] Eine virusinaktivierende Wirkung von Salzen ist hinqeaen in WO-A-Qn/n7<w4 ha«^hH 0 ^ a *„ * 

Kol S. IZuafaw^^T? ? V< "" eM '»«> *a^p«, Agana M ainan, Katanga™. 
[0019J Eine bevorzugte Ausfuhrungsform ist dadurch gekennzeichnet, daB mar, In Stufe 
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Srt lL! l p e ^T rZU ? en A usf0hru " 9SfO,m erfolgt ,n Stufe W d,e 'naktivlerung von infektiosen Agenzlen In Ge- 
mZI des Polyethers durch elne physikalische, physikalisch-chemische oder chemische Behandlung mJ dw 
MaBgabe, daB sine Detergens-Behandlung ausgenommen ist «"ianuiung mir aer 

io ® egenstand der &Hndiing ist ein Verfahnen gemaB Anspruch 1 zur Herstellung eines biologischan Praparats 

^ VO ™f eAus9esta ^^ Praparats. 
[0023] Es wurde uberraschenderweise gefunden, daB der Zusatz eines Polyethers, wie z.B. Polyethylenqlvkol in 

Jf 5 "-fT* ° inen UnSrWartet P ° Sitiven Effekt auf eine InaWiviemngVbeha^d^^^ 
S'S T " f f W '° s f * ausubt - ^urch konnen die Bedingungen der Inaktivierungsbehandlung so gewahti wer- 
« d r'5 0d,ebiol ° 9,scheA ^ v ^^ g so gewahrt wer 

E£L? e Kon h Ze " tration des PoVethers wird so gewahlt, daB keine Fallungsreaktionen verursacht werden auch 
ten TZ?" C t ha0tr0pen D Salz f " wird die Behandiung vorzugsweise so durchgefuhrt, daB Proteine SKSk wer 
den. Die Praz.p.tation von Protelnen birgt namlich die Gefahr In steh, daB infektiose Partikel Im PraziprtaTelnaeschTos 
sen sind. Dadurch werden die infekti5sen Partikel einer Inaktivierungsbehandlung sch.echt ^ugangS ^ SEES! 
ernes Pfeiprtats Ist daher kelne verzfigerte .naktivlerung von infektiosen Agenzlen zu beotacMen Eber^ w 2 
rooSf ' S* l e T°S tUr 6iner Warmebehandl ""9 «* gieichbleibender Effektivitat herabzusSzT " 
[0025] Die Behandiung zur Inaktivierung von infektiosen Agenzlen umfaBt vorzugsweise elne Warmebehandluna 
"^° nd f ra bei e '" e ' Temperatur von 20 b.s 60»C, vorzugsweise Im Berelch von 25 bis 45»C Wa,TT,el)ehand,un 9' 
^ L^r^rtT Polyetber wird vorzugsweise Polyethylenglykol, und besonders bevorzugt ein niedermoleku- 

des Polyethers eignen sich elne Reihe von bekannten MsB^a^^ 

Losung vorteHhafterweise durch Prazipitation oder Adsorption, vorzugsweise durch Chromatoqraohie eSSmT 
Sri^r L6SUn h 9 T, S ° V ° m Plasma P^'n abgetrennt. 0^2 ^12 
Em lTaal7^ 2U T m PhySi0,£ L gisch «^Pteblen Gehait im verabreichungsfertigen Pnlparat. 
[0027] GemaB der Erfindung kann vorgesehen sein, daB nach Zugabe eines Polyethers zu einer da7p\ a * m ~ nm ^ n 
enthaltenden Losung diese.be *ophi.isiert wird, so daB die anschheBende BehanSg ^ 
tivierung von nfek«6sen Agenzlen In Gegenwart des Polyethers im fasten Zustand als L^hSSS Dtosi Be 
handlungstellteinephysikallsch^hemischeodereinechemische Behandiung dar.DazuzZ^ 

Sd'iung e9enwart von vimziden substan2en ' ^n*L«,j^:!s; 

SIS JT^T^o ~ B erf ° l9t die lnaktlvienJn 9 von infektidsen Agenzlen durch Behandiung einer Losung oder 
ernes Lyophilrsats der Praparatlon in Gegenwart von elnem chaotropen Agens. Es hat sich herausgestelrt aaB dS, 
die Komb.nation e.nes chaotrop wirksamen Seizes, wie z.B. Thiocyanat, m7t elnem Poiyethe wf E Tp^eZenZ 
kol, ein synerg,st.scher Effekt auf die Inaktivierung von Viren beobachtet wird, wobei die biolog^ch 7j£fi$t £ P« 

[0029] • Ws c b aotropesAgenswinleinThiocyanat,HamstoffodereinGuanidiniurmalzverwendeLUnterd^ 
fuanSn^ ^ Katiumthlocyanat zu nennen. A. Ou^S^TSE 

SSL™* ° h f °5 OP ^ n A9 u n2i8n Werden in Kon zentrationen von ca. 0,1 bis 2 M verwendet. Auch hier wird wie bei 
der bereits vorstehend beschriebenen Verfahrensvariante, die Behandiung in Gegenwart von chaofrope \sSZ unte 
Bedingungen durchgefOhrt, bei denen Proteine nteht gefallt werden cnaorropen fcaizen unter 

h° fl ~ Pr«t Mit arfindun 9 s 9 emaBen Verfahren ist es erstmals moglich, labile Plasmaproteine, d.h. leicht denaturier- 

SSih^lS!^ GineS P °^ e * ers Und eines chaotropen Agens wahrend der Virusinaktivierung ermoglicht also die 
• "Z™ ^ P,aParat ' 0n ' diS Ptesmaprote,na — «. weiche wetigehend 9 fre. vo^nSu^ 

[0033] Die Entfemung des chaotropen Agens erfolgt ebenso auf an sich bekannte Weise bis zu einem Gehalt der 
d,e physwlog^che Vertraglrchkeit des Praparates nicht beeintrachtigt. Vorzugsweise soil dieser GeSntertalb der 
Nachwersgrenze hegen. Zur Entfemung von chaotrop wirksamen Saizen kann die ptomap^einhaftCSJ 
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stehen. d.h. also mlt z B Tensiden wIa riio f»r h«~^ -T , vefwenaeten Detergentien im engeren Sinn© zu ver- 
sondere Poryoxyethjie^ oberflachenaktiven Mittel, z.B. insbe- 

Soiche Detection werdeTm Zusa^e^^ Warenzeichen "Tween" erhaltlich sind. 

MaBnahmen, z.B. beschrieben in EP-A-479597 (Z \?^™«L ^ £ Widest in Kombination mitanderen 
der die Viruslnaktivierun "mit ?>i oder TriXohSi i^n^ Z™**"^ Wird) ' US -A-4764369 (nach 

B-0050061 (wonn die vJLJ^Zj^^ - 
kungen, z.B. Pyrogenizitat besitzen, durch Zugabe , ein« ?amDhto^len SSZVlSfT^'J" unewun8chte w ^ 
ausgewahltausNatriumcholatundNatriumdeoLh^^^^^^ t t daS 2 B> em Gallens ^resalz, 

E XZjZl ^'"^"^S 6 " 188 ausgenommenen Detergentien sind insbesondere zu verstehen- 

Warenzeichen "Triton X-1 00" (oVeXlS^^ Detergentien. wie sie unter dem 

und sogenannte "ZwWergents^rs^ "? auBertem Natriumdeoxychoiat, 



Alkylphenoxypolyethoxy (30) ethanol 
Polyoxyethylen (2) sorbitanmonolaurat 
Polyoxyethylen (20) sorbitanmonopalmitat 
50 Polyoxyethylen (20) sorbitanmonostearat 

Polyoxyethylen (20) sorbrtantristearat 
Polyoxyethylen (20) sorbrtanmonooleat 
Polyoxyethylen (20) sorbitantrioleat 
Polyoxyethylen (20) palmltat 
Polyoxyethylen (20) laurylether 
Polyoxyethylen (20) cetylether 
Polyoxyethylen (20) stearylether 
Polyoxyethylen (20) oleylether 
Polyoxyethylen (20) hydriertes Castorol 
Polyoxyethylen (20) oxypropylenmonostearat. 

Sutfatiertes oxyethyliertes Alkylphenol (Triton W-30® ); sulfatlerter Lauryletheralkohoh 
Natnumdodecylbenzolsulfonat (Nacconol NR® ); «ury wmeraiKonoi, 

Natrium 2-suffoethyloleat (Igepon A® ); 
Natrium N-methyl-N-oleylethanol sulfonat (Igepon T® )• 
Natrlumdodecylsulfat; 
Natriumcholat; 
Natriumdeoxycholat; 
Natriumdodecylsulfonat; 
Natriumdodecyl-N-sarconisat 

[0040] Kationische Mlttel: 
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Dodecyldimethylbenzylammoniumchlorid (Triton K-60® )■ 
oxyethylierte Amine (Ethomeen® ); 
Cetyltrimethylarnmoniumbromid; 
Tetradecylammonfumbromid; 
5 Dodecylpyrimidiniumchlorid; 

Hexadecyltrfmethyiammoniumchlorld. 

[00411 Amphofytische Mittel: 

10 Dodecyl beta-alanin; 

N-Dodecylaminoethansulfonsaure; 

Palmitoyllysolecithin; 

Dodecyl-N-betain. 

15 [0042J Oxyethylierte Alkylphenole (Triton X-100® ), parttelle Ester von c r Potte*..^ o , ^ « 

[0046] Die biologische AkttVitat der Preparation wird im Falls eines Faktore der Gerinnune Fibrinoid tt, 
[0047] Derpositive Effekt auf die Inaktivierung von Infektidsen Agenzien durch Polvether wis 7 R P^thw^^i 
[0048] Das erflndungsgemaBe Verfahren wird so lange durchgefuhrt, daB potentiell vorhandene Viren aus der Grun 

rnr^of T A ' S M0deHvirus ei 9" en sich ™ — " HIV. FSME-Virus und PmSSSSl!SST 
[0050] D.e Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele noch naher erlautert: 

lengSfor™" 9 ^ MWMMr9n in ^Gammagtobulin-hattigen Losung mKThiocyanat in Gegenwart von Polyethy- 

[0051] Eine 10%ige L6sung, enthaltend ein i.m.vertragliches Gammaglobulin wurde hem^m h,,^ a , n * di«- 

ZSSTT? ^ °°T L6SUn9 mft Siner SuS P ension - H V 1 PSR-Cirls 

versetzt. Der Losung wurde Ammoniumthiocyanat bis zu einer Konzentration von o q m „nH VanVZZ 5 , "** 

Gehalt von 10 Gew,% zugesetzt. Ansch.ieSend wurde auf 30»C ^^XS^S^n^,^ 

und 10 h bestimmt. Die Ergebnisse s.nd in der nachfolgenden Tabel.e £2^£SZX£E^ 



20 



25 



30 



5 



EP 0 722 344 B1 

g e J h r rt VOrWendeten Virussu *P°nsfon. Der Virustiter zur Zeit der Behandlungsdauer 0 fet jeweils in den Tabellen auf- 
d^^ko^mtTt 0 k ° nnte feSt9eSte,lt Werden ' daB es durch die 'naktlvleningsbehandlung zu keiner Aggregate.!- 
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2. Vergleichsbeispiel mit jeweils nur Ammoniumthiocyanat bzw. Polyethylenglykol 

SntrSf™ ^?i° bU,,n " h f ' 9 T L6SUn9 aUS BeiSp ' el 1 Wurde in einem Ansatz Ammoniumthiocyanat in einer 

LnSn T"! Gehalt V0P 10 ^ 30 % zu 9 e 9 eben - °* Losungan wurdan mit ainer HIV-1 hartTgen Su£ 

pension verseW und auf e.ner Temperatur von 30»C gehalten. Der VIrustiter wurde 0. 0.5, 1,16 2 3 6 una Tot 
best.mmt. Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle angefQhrt 
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[0054] Aus Tabelle 2 ist deutlich erkennbar, daB beide Agenzien allein im Vergleich zur Kombination einen deutlich 
geringeren vlrusinaktivierenden Effekt auf HIV-1 ausuben. Dagegen ist aus Tabelle 1 ersichtlich, daft der Effekt der 
Kombination ein synergistischer 1st, zumal die Inaktlvlerungskinetik der Kombination aus Polyether und chaotropem 
Agens wesentlich rascher verlauft als die Addition der Kinetlk, die durch die einzelnen Agenzien erreicht wird. 



Patentansprtiche 

1. Verfahren zur Herstellung eines biologischen Praparates unter Inaktivierung von Wen der Gruppe der groBen, 
membranumhOllten RNA-Viren, kleinen, membranumhOllten RNA-Viren, und membranumhullten DNA-Viren, wo- 
bei die biologische Aktivitat des Praparates im wesentlichen beibehaiten wird, gekennzeichnet durch eine Be- 
handlung des Praparates zur Inaktivierung von infektiosen Agentien in Gegenwart eines Polyethers und eines 
chaotropen Agens ausgewahlt aus der Gruppe Thiocyanate, Harnstoff und Guanidiniumsalze. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, class eine Losung des Praparates behandelt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass eine physikalisch-chemische Oder eine che- 
mische Behandlung zur Inaktivierung von infektidsen Agenzien vorgenommen wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass als Polyether ein Pofy hydroxy ether 
verwendet wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4 f dadurch gekennzeichnet, dass als Polyhydroxyether Polyethylengiykol oder Poly- 
propylenglykol verwendet wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Inaktivierung von infektiosen 
Agenzien in Anwesenheit eines niedermolekularen Polyethylenglykols, ausgewahlt aus der Gruppe PEG 200, PEG 
300, PEG 400, PEG 600, PEG 900 und PEG 1000, erfolgt. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Inaktivierung von infektiosen 
Agenzien in Gegenwart eines Polyethers in einer Konzentration von 5 bis 30 Gew.-% erfolgt, wobei Proteine nicht 
prazipitiert werden. 

8. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass als Thiocyanat Ammonium-, Na- 
trium- oder Kaliumthiocyanat verwendet wird. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass als Guanidiniumsalz Guanidini- 
umhydrochlorid verwendet wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass das chaotrope Agens in elner 
Konzentration von 0,1 bis 2 M elngesetzt wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass ais chaotropes Agens ein Thio- 
cyanat in einer Konzentration von 0,1 bis 2 M eingesetzt wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Behandlung bei einer Tem- 
peratur Im Bereich von 20 bis 60°C durchgefuhrt wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Behandlung wahrend einer 
Dauer von 1 bis 1 0 h durchgefuhrt wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass das biologische Praparat ein 
Plasmaprotein umfassend ein Immunglobulin ist. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass ais biologisches Praparat ein 
Faktor der Gerinnung, Fibrinoryse oder Thrombolyse oder eine Inhibitorsubstanz derselben als Plasma protein 
vorliegt. 
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16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass die Behandlung unter Bedingun- 
gen durchgefuhrt wird. unter denen die biologische Aktivitat des Praparates zu mindestens 50%, vorzugsweise 
mindestens 80%, am meisten bevorzugt mindestens 90% erharten wird. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass die Inaktrvierung in Gegenwart 
des Poiyethers und des chaotropen Agens durch eine physikalische, physikaiisch-chemische oder chemische 
Behandlung mit der Ausnahme einer Detergensbehandlung erfolgt. 



Claims 

1. Process for producing a biological preparation with inactivation of viruses of the group of large, membrane-envel- 
oped RNA viruses, small, membrane-enveloped RNA viruses, and membrane-enveloped DNA viruses, wherein 
the biological activity of the preparation is essentially retained, characterised by treatment of the preparation for 
inactivating infectious agents in the presence of a polyether and a chaotropic agent selected from the group thio- 
cyanates, urea and guanidinium salts. 

2. Process according to claim 1 , characterised In that a solution of the preparation is treated. 

3. Process according to claim 1 or 2, characterised in that a physico-chemical or a chemical treatment is carried 
out to inactivate infectious agents. 

4. Process according to one of claims 1 to 3, characterised in that a pofyhydroxyether is used as polyether. 

5. Process according to claim 4, characterised in that polyethylene glycol or polypropylene glycol is used as pofy- 
hydroxyether. 

6. Process according to one of claims 1 to 5, characterised In that the inactivation of infectious agents takes place 
in the presence of a low-molecular polyethylene glycol, selected from the group PEG 200, PEG 300, PEG 400, 
PEG 600, PEG 900 and PEG 1 000. 

7. Process according to one of claims 1 to 6, characterised in that the inactivation of infectious agents takes place 
in the presence of a polyether in a concentration from 5 to 30 wt.%, wherein proteins are not precipitated. 

8. Process according to one of claims 1 to 7, characterised in that ammonium thiocyanate, sodium thiocyanate or 
potassium thiocyanate is used as thiocyanate. 

9. Process according to one of claims 1 to 7, characterised In that guanidinium hydrochloride is used as guanidinium 
salt. 

10. Process according to one of claims 1 to 9, characterised In that the chaotropic agent is used in a concentration 
from 0.1 to 2 M. 

11 . Process according to one of claims 1 to 8, characterised in that a thiocyanate in a concentration from 0.1 to 2 M 
is used as chaotropic agent. 

12. Process according to one of claims 1 to 1 1 , characterised In that the treatment is carried out at a temperature in 
the range from 20 to 60° C. 

13. Process according to one of claims 1 to 1 2, characterised in that the treatment is carried out for a period of 1 to 
10 hours. 

14. Process according to one of claims 1 to 13, characterised in that the biological preparation is a plasma protein 
including an immunoglobulin. 

15. Process according to one of claims 1 to 13, characterised In that as biological preparation, a factor of coagulation, 
fibrinolysis or thrombolysis or an inhibitor substance of the same is present as plasma protein. 
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16. Process according to one of claims 1 to 15, characterised in that the treatment is carried out under conditions, 
under which the biological activity of the preparation is at least 50 % retained, preferably at least 80 %, at the most 
preferably at least 90 %. 

17. Process according to one of claims 1 to 16, characterised in that the inactivation takes place in the presence of 
polyether and chaotropic agent by a physical, physico-chemical or chemical treatment with the exception of de- 
tergent treatment. 



Revendlcations 

1. Procede de fabrication cfune preparation biologique avec inactivation de virus du groupe de grands virus ARN 
enveloppes par une membrane, de petits virus ARN enveloppes par une membrane et de virus ADN enveloppes 
par une membrane, I'activite biologique de la preparation etant pratiquement conservee, caracterise par un trai- 
tement de la preparation pour obtenir I'inactivation des agents infectieux, en presence d'un produit pofyether et 
d'un agent chaotropene, selectionne dans fe groupe des thiocyanate, de I'uree et des sels de guanidinium. 

2. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que Ton traite une solution de la preparation. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce qu'un trartement physique-chimique ou chimique est 
effectue pour inactiver des agents infectueux. 

4. Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'on utilise du polyhydroxyether comme poly- 
ether. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce qu'on utilise du polyethyleneglycol ou du polyp ropyleneglycol 
comme poly hydroxy elher. 

6. Procede selon Pune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que I'inactivation d'agents infectueux s'effectue 
en presence d'un polyethyleneglycol a faible poids moleculaire, selectionne parml le groupe des PEG 200, PEG 
300, PEG 400, PEG 600, PEG 900 et PEG 1000. 

7. Procede selon Pune des revendications 1 a 6, ca racte rise en ce que I'inactivation des agents infectueux s'effectue 
en presence d'un poly6ther, en une concentration de 5 a 30 % en poids, les protelnes n'etant pas precipitees. 

8. Procede selon Pune des revendications 1 a 7, caracterise en ce que Pon utilise comme thiocyanate du thiocyanate 
d'ammonium, de sodium ou de potassium. 

9. Procede selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce que Pon utilise comme sels de guanidinium de 
Phydrochlorure de guanidinium. 

10. Procede selon I'une des revendications 1 a 9, caracterise en ce que I'agent chaotrope est utilise en une concen- 
tration de 0,1 a 2 M. 

11. Procede selon I'une des revendications 1 a 8, caracterise en ce que Ton utilise comme agent chaotrope un 
thiocyanate en une concentration de 0,1 a 2 M. 

1 2. Procede selon Pune des revendications 1 a 1 1 , caracter Isee en ce que le traitement est effectue a une temperature 
dans la plage de 20 a 60° C. 

13. Procede selon i'une des revendications 1 a 12, caracterise en ce que le trartement est effectue pendant une 
duree de 1 a 1 0 heures. 

14. Procede selon I'une des revendications 1 a 13, caracterise en ce que la preparation biologique est une plasma- 
proteine comprenant une immunoglobuline. 

15. Procede selon Tune des revendications 1 a 13, caracterise en ce qu'on a comme preparation biologique, un 
facteur de coagulation, fribrinoiyse ou thromboryse ou une substance inhibitrice, sous forme de plasmaproteine. 
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1 6. Precede selon Tune des reven dicatio ns 1 a 1 5 , caracterise en ce que le traitement est effectue dans des conditions 
dans lesqu Giles I'actMte biologique de la preparation est obtenue pour au moins 50 %, de preference au moins 
80 %, de la maniere la mleux preferee d'au moins 90 %. 

5 17. Precede selon I'une des revendications 1 a 16, caracterise en ce que reactivation s'effectue en presence du 
polyether et de I'agent chaotrope par un traitement physique, physico-chimique ou chimique, a I'exception d'un 
traitement par detergents. 
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